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利用のためには、 microcystin合成機構の解明が喫緊の研究課題となる。 そこで、本研究では microcystin
の合成、特に microcystin合成酵素遺伝子mりYクラスターに存在するラセマーゼ遺伝子mcyFに蕃自し、分子
生物学的手法を用いて、 microcystin産生ラン藻類からの mcyFの検出、同定、塩基配列解析を行い、 mcyF
の系統発生について検討を行った。また精製タンパク質 McyFを得るため、大腸菌由来の培養細胞を利用し
て遺伝子組み換えタンパク質McyFの発現系を構築した。さらに、 McyFの機能を知るために、精製された
McyFを用いて、酵素活性解析を行った。 MaeruginosaPCC 7806， NIES 88，90， 102， 103， 107，298， 1055， 1058， 
1072， 1085， 1086， 1105 (全 13株)を培養し、対数増殖期の各菌株を回収したのち全DNA抽出を行ったり次





を大腸菌 E.coliBL21 (DE3)の培養液に加え、発現誘導を行った。生産されたタンパク質を精製し、 SDSポ
リアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) にて、試料中のタンパク質を分離し、染色して観察した。酵
素活性解析については、 glutamateracemase assayや aspartateracemase assayを用いて、精製された McyFの
ラセマーゼ活性解析を行った。その結果、 13株の microcystin産生株において mcyF遺伝子が確認され、ア
ミノ酸配列を系統解析したところ、 9株のMicrocystis株が2つのクレードに分かれることが判明した。 mcyF
から推定されるアミノ酸配列 (McyF) を用いてアライメントを行った結果、 McyFはglutamateracemase、
aspartate racemaseと同様、ラセマーゼ活性に必須な 2つの活性システイン残基を保持していることが分かつ
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M.aeruginosa NIES 88、1055由来する McyFはglutamateracemase 活性と aspartateracemase 活性両方を持ち、
デューアルファンクションタンパク質であることが判明した。しかし、 M.aeruginosaNIES 107はglutamate




本論文では、 microcystinの合成でまだ未解明な microcystin合成遺伝子 11のクラスターに存在するラセマー






され、一部の McyFがgllltamateracemase 活性と aspartateracemase 活性両方を持ち、デユーアルファンクショ
ンタンパク質であることによって推定に至った。
McyFの基質特異性を明らかにすることは本研究の著限点で、既往の研究と比べ、これまで不明確となっ
ている現象が明らかとなり、 microcystinの合成機構の解明に新しい知見が得られた。本学位論文は従来の国
内外の研究成果を受け継ぎつつも、上記で述べた成果から、これまでの研究から大きなステップを踏み出し
たものと位置付けることができる。
McyFの基質特異性と生化学的特性を解明できれば、 microcystinの合成機構の解明に新しい知見が得られ、
microcystinの生合成のメカニズムの解明に多大な影響を与えることができるものと考えられる。また、近年
医薬品や食品添加物、農薬などの重要な中間体として注呂されて 0-アミノ酸は需要が高まり、 0，しアミノ
酸のラセミ化を触媒する酵素であるラセマーゼ McyFの基質特異性が低いと考えられることから、それを利
用することにより、安価に供給されるしアミノ酸から 0-アミノ酸の直接生産の可能性が生まれる。本研究は、
独創的な実験手法に基づいた新規性の高い成果である。
よって、著者は博士(生物工学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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